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Abstrak
Susu kedelaimengandungisoflavonaglikonyaitugenesteindan kaya
dengan protein. Genestein diketahui mempunyai aktivitas antitumor/
antikancer,antivirus, antialergidan berperandalam respon imun. Tujuan
dari penelitianini adalah untuk mengetahuiaktivitas imunostimulansusu
kedelai terhadap kadar imunoglobulin(IgG dan IgA) dan proliferasisel
limfositpadamencitBalb/cyang diinduksihepatitisA. Uji dilakukanpada3
kelompok mencit (@ 5 ekor), masing-masingdiberikan peroral pada
kelompok: perlakuan(kelompokI) diberisusu kedelaidosis0,7mL./20g/BB,
kontrol positif (kelompok II) diberi levamlsolhldrokloridadosis 0,45mg/
0,7mL./20g/BB, dan kontrol negatif (kelompok III) dlberi air dosls
0,7mL./20g/BB,sekali per hari, selamamasapenelitian.Padahari ke 7, 28
dan43, semuahewanuji diindukslhepatitisA dosis5,24 IU/ 20g/ BB secara
intra peritoneal.Pengambilanserumdilakukanpada hari ke 14, 35, dan 46
dari plexus retroorbitalis,untuk penetapankadar imunoglobulin(IgG dan
IgA) denganmetodeELISA tak langsung.Setelahpengambilanserumpada
hari ke 46, semuamencitdikorbankanuntukdiisolasilimfositdari limpanya.
ProliferasilimfositdiukurdenganmetodeMTT-reduction.
Hasilpenelitianmenunjukkanbahwasusukedelaidapatmeningkatkan
kadarIgG danIgA dalamserumharike46 secarasignifikan(p<0,05),tetapi
tidak dapatmeningkatkanproliferasisel limfositsecarasignifikan(p>0,05)
terhadapkelompokkontrol positif dan kontrol negatif. Dapatdisimpulkan
bahwasusu kedelaimempunyaiaktivltasimunostimulatorpadaresponimun
humoral,tidakpadaresponimunseluler
Katakuncl: susukedelai,munoglobulin,sellimfosit,hepatitisA, levamisol
Abstract
Soybeanmilk containsof isoflavonaglyconas genesteinand rich of
proteins.The genesteinof soybeanmilkpotentiallyhasantitumor/anticancer,
antivirus,antiallergicactivitiesand immunityresponses.The aim of this
researchwas to evaluate the immunostimulantactivity of soybean milk
againstimmunoglobulin(IgG and IgA) and lymphocytecells proliferationIn
Balb/c mice inducedby hepatitisA. The test was done at 3 groups of
5 Balb/c mice. Each group was consummedorally with soybean milk
(group I) dose of 0.7mL./20g/BW,levamisole(group II, as positif control)
doseof 0,45mg/O.7mL./20g/BW,and water(groupIII, as negativecontrol)
doseof 0.7mL./20g/BW,oncea day, throughout of the research.On the day
of 7, 28 and boosteredon the day of 43, all groups were inducedintra
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peritoneallyby hepatitisA dose of 5.24 IU/20g/BW.The serumwere
collectedfromplexusretroorbitalisby heparinizedcappilaryon thedayof
14,35 and46, for IgG andIgA measuredby ELISAmethod,andthenthe
miceweresacrificedto isolatethe lymphocytesof spleen.The lymphocyte
cellsproliferationmeasuredbyMTT-reductionmethod.Theresultshownthat
IgGandIgAincreasedsignificantly(p<O,05)againstlevamisoleandwaterat
theday-46,butdidnotincreasesignificantly(p>O,05)againstlymphocyte
cellsproliferationconcerningwith soybeanmilk consumed. It can be
concludedthatthe immunostimulatoryactivitysoybeanmilk wasagainst
humoralimmunity,insteadofselulerimmunity.
Key words: soybeanmilk,immunoglobulin,ymphocytec lls,hepatitisA, levamisole
Pendahuluan
Susu kedelaidikenalsebagaiminuman
kesehatanberasaldari pengolahanbiji kedelai
yangmerupakansalahsatusumbernabatiyang
potensial.Susu kedelai adalah cairan hasH
ekstraksiproteinbiji kedelaidenganmengguna-
kan air panas(Anonim, 2004c).Kandungan
senyawaflavonoiddanisoflavonoiddalamsusu
kedelai berpotensi sebagai antitumor/
antikanker,antivirusdanantialergi.Penyakit
tumor/kankeryang disebabkanvirus, dapat
terjadikarenadefisiensisistemimun,sedangkan
alergi disebabkanautoimun (Baratawidjaja,
2000).
Senyawaaktif yang berperanadalah
genesteinyangmerupakanisoflavonaglikon.
Mekanisme aktivitas senyawa ini dapat
dipandangsebagaifungsialatkomunikasiyang
mempunyaipengaruhnegatif (menghambat)
maupun bersifat positif (menstimulasi).
Genesteinjuga berperandalamsistemimun
(Anonim,2004a).
Penelitian lain juga dilakukanuntuk
melihatperan genesteinpada pasienkanker
stadium akhir, dan ditemukan adanya
peningkatanselNK danTNF-a (TumorNecrosis
Factor)pada pengamatanselama 6 bulan
(See,et01.,2002).
Responimun humoralberperandalam
pertahananterhadapmikroba ekstraseluler,
yang diperantaraiantibodi.Sedangkanperta-
hanan terhadapmikroba intraseluler,misal
virus,memerlukanresponimunseluler.
Adanyasenyawagenesteindalamsusu
kedelaiyangberperandalamsistemimun,maka
tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mengetahui aktivitas imunostimulan susu
kedelaiterhadapkadarimunoglobulin(IgG dan
IgA) danproliferasisel limfositpadamencit
Balb/c yangdiinduksihepatitisA. Dari data
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yangdiperoleh,diharapkandapatmemberikan
informasitentangaktivitasimunostimulansusu
kedelai,sebagaimunostimulanresponimun
humoralatauseluler,sehinggapenggunaansusu
kedelailebihtepatuntukmeningkatkanrespon
imun humoralatauselulerdari hospesyang
memerlukannya.
Metodologi
Bahan
Mencit dewasagalur Balb/c umur 12
minggu,berat:t 20 g, susukedelai,levamisol
hidroklorida,vaksinhepatitisA yangmengandung
virushepatitisA Strain175(Havrix),RPMI 1640
(Sigma), M1T (3-(4,5-dimetillthiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazoliumbromida](Sigma)
Alat
EUSA (mikroplat)reader(BioRad),Laminair
Air Flow (Labquin), inkubator C02 5%, 37°C
(Heraeus),Invertedmicroscope(Olympus),sentrifus
berpendingin(Sigma3K12)
Jalannya penelitlan
Desaln eksperlmen pada menclt
Dalam penelitianini digunakan15 ekor
mencitdewasa,yangdibagimenjadi3 kelompok(@
5 ekor) periakuanyaitu : kelompoksusu kedelai
dengandosis0,7mL/20g/BB; kelompoklevamisol
(kontrol positit) dengan dosis 0,45mg/0,7mL/
20g/BB; kelompokair (kontrol negatit) dengan
dosis 0,7mL/20g/BB, masing-masingperiakuan
diberikanper oral sekali setiap harinya selama
penelitian.Induksi denganhepatitisA dilakukan
pada hari ke-7 dan ke-28 secaraintraperitoneal
dengandosis 5,241U/20g/BB.Boosterdilakukan
padaharike-43denganempattitik : (1)1/10 dosis
total antigendiinjeksisecaraLp, volume0,25rnL
dalamPBS tunggu45 menit;(2) 1/10 dosis total
dengancaradanvolumeyangsarnapadatitik yang
berbeda,tunggu45 menit; (3) 2/10 dosis total
dengancara dan volume yang sama,tunggu30
menit;(4) 6/10 dosistotalsecaraLv. Pengambilan
darahdariplexusretroorbitalis,dilakukanpadaharike-
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14, ke-35,dan ke-46.Sampeldarahdidiamkan
selama1-2 jam pada suhu kamar,kemudian
disentrifugasidengankecepatan5000pmselama10
menit,serumdiisolasi dan digunakanuntuk
penetapankadarIgG dan IgA denganmetode
ELISA taklangsung.Kemudianmencitdikorban-
kan, sel limfositdiisolasi,digunakanuntukuji
proliferasi.
Penetapan Imunoglobulln (lgG dan IgA)
dengan metode ELISA tak langsung
(Burgess,1995)
Mikroplat96 dilapisidenganhepatitisA
sebagaintigenkadar5 ~g/mLdalam100~PBS
persumuran,diinkubasiemalampadasuhu4°C.
Masing-masingsumuran,cud 3x dengan300~L
0,05%PBST20,kemudiandiblokdengan0,5%BSA
dalam100~LPBS,laludiinkubasi1jampadasuhu
37°C.Kemudiandicuci3x dengan300~L 0,05%
PBST20.Ditambahkan100~L serumyangtelah
diencerkan(1:100dalamPBS). Sebagaiblangko
digunakanPBS.Diinkubasi2 jampadasuhukamar.
Cuci 3xdengan300~ 0,05%PBST20.Ditambah-
kan100~Lmasing-masingsotypespesifikIgGdan
IgA,laludiinkubasi30menitpadasuhukamar.Cuci
3xdengan300~L0,05%PBST20dantambahkan
100~Lkonjugatperoksidase,diinkubasi15menit
padasuhukamar.Cuci3x dengan300~L 0,05%
PBST20.DimasukkantOO~L substratOPD, lalu
inkubasi30menitpadasuhukamardiruangelap
selama30 menit. Reaksi dihentikandengan
penambahan50 ~ 2,5 M H2S04. Hasil dibaca
denganmikroplatreaderpadapanjanggelombang
492nm.
Isolasl sel IImfoslt dan Ujl prollferaslnya
dengan Mn reduction (Anon1m,2004b)
Limpa mencit diangkat dari selubung
peritoneumnyadan diletakkandalamcawanpetri
diameter50 mm yangberisi5 mL RPMI. Media
RPMI dipompakankedalamnyasehinggalimfosit
ikutkeluarbersamamedia.Suspensiseldimasukkan
dalamtabungsentrifus10mL dandisentrifuselama
10 menit. Pelet yang didapat,disuspensikanke
dalam2 mL TrisBufferedAmmoniumChlorideuntuk
melisiskaneritrosit.Sel dicampurhinggahomogen
dan didiamkanpadasuhu ruangselama2 menit.
Ditambahkan1mL FBS padadasartabung,campur,
sentrifuspada1200rpm 4°C selama5 menitdan
supernatandibuang.Pelet dicuci 2 kali dengan
RPMI dan dilakukanprosessepertiawal hingga
didapatkanbeningandansellimfositdisuspensikan
denganmediumkomplit.Dilakukanpenghitungan
sel denganhemositometer.Selanjutnyasel limfosit
siap untuk diuji aktivitasnyadan dikultur dalam
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inkubatorC02 pada37°C.Sebanyak100~L sel
limfositdidistribusikankedalamsumuran-sumuran
mikroplat96-wellsesuaidenganmasing-masing
kelompokperlakuandandiinkubasielama24jam
dalaminkubatordenganaliran5%C02padasuhu
37°C.Setelahdiinkubasielama24jamdan48jam,
masing-masingsumuranditambahkanlarutan20~
MTT 5 mg/mL. Kemudiandiinkubasilagi4 jam
padasuhu37°C.Sel yanghidupakanbereaksi
denganMTT membentukwarnaungu.Reaksi
denganMTT dihentikandenganmenambahreagen
stopperyaitularutanSDS10%dalamasamklorida
O,OINsebanyak50~Lpadatiapsumuran,selanjut-
nya diukurabsorbansidenganmikroplatreader
denganpanjangelombang550nm.
Anallslshasll
DataOD (OpticalDensitY)yangmenunjukkan
jumlahimunoglobulin(lgGdanIgA)dalamserum
denganmetodeELISA tak langsung,danhasil
proliferasiellimfositdenganmetodeMTT-reduction,
dihitungpuratadansimpanganbakunya,kemudian
dianalisissecarastatistik.
Hasil DanPembahasan
Penetapan Imunoglobulln(lgG dan IgA)
serumdenganmetodeELISAtak langsung
Mencitdiinduksidenganvaksinhepatitis
A yang berperan sebagai antigen.
Imunoglobulinakandiproduksi,karenaadanya
paparan antigen. Induksi bertujuan untuk
membangkitkanimunitasyangefektifsehingga
terbentukimunoglobulindan sel- sel memori.
Induksi dilakukanberulangsebanyaktigakali
agarsel-selmemoriyang terbentuksemakin
banyak(Subowo,1993).Pada penelitianini
induksidilakukanintraperitoneal,karenavaksin
berupacampuranvaksinhepatitisA dengan
minyakkelapa,dikhawatirkanjika disuntikkan
intravenaakanmenyumbatpembuluhdarah.
Minyak kelapa(campuran1 bagianminyak
kelapadan3 bagianair) ini digunakansebagai
adjuvanyang berupa emulsi yang mampu
memperkuatantigen dalam kemampuannya
merangsang terbentuknya imunoglobulin.
Pemberianantigensecaraintraperitoneal,maka
responimun humoralberupaIgA diharapkan
muncul,karenaIgA berperanmelindungitubuh
darimikroorganismeberupavirusyangmasuk
melalui saluran pencernaandan saluran
pernafasan(LevinsondanJawetz,2003).
Serumdiisolasidari darahyangdiambil
pada hari ke 14, 35 dan 46, melaluiplexus
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re/roorbi/alissebanyak:t:0,5ml. Pengumpulan
serumdilakukansetelahfaselagyaitusekitar7-
10 hari setelahantigendiinjeksikan.Pada
induksiketiga,serumdiambilpadafaselagyang
terjadi3-5 hari setelahantigendiinjeksikan
(Levinson dan Jawetz, 2003). Pengambilan
darah yang berselangtersebutdimaksudkan
agarhewanuji dapatmemulihkanluka yang
disebabkanpengambilandarah dari mata.
Semakinbanyakimunoglobulinyangterdapat
dalamserum,makasemakintinggiintensitas
warna yang dihasilkan. Intensitas warna
tersebut berbandinglurus denganOD yang
dibacapadamikroplatreader.(Gambar1).
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Gambar1 Grafikrata-rataOD 1:SD hasil
penetapanimunoglobulinserumhari
ke14,ke35clanke46clenganELISA
tak langsung.Serumcliambilclari
mencityangcliberiperlakuanperoral
masing-masingclengansusukeclelai,
levamisol,clanair
Dari grafik dalam Gambar 1, dapat
diketahuibahwaantarakelompokperlakuan
susukedelaidenganlevamisolpadaharike-14,
tidak terdapatperbedaansignifikan(p>0,05)
terhadapproduksiIgG dan IgA, dan kedua
kelompokmeningkatsecarasignifikan(p<0,05)
dibandingdengan kelompok air. Demikian
pula,padaharike-35pengambilanserum,kadar
IgG maupunIgA meningkatsecarasignifikan
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(p<0,05)terhadapkelompokair.Namunpada
hari ke-46terdapatperbedaanyangsignifikan
(p<0,05)terhadapkadar IgG dan IgA yang
dihasilkanantarakelompok perlakuansusu
kedelaidenganlevamisol,dansusukedelailebih
dapatmeningkatkansecarasignifikan(p<0,05)
kadar IgG dan IgA, dibandingkandengan
levamisol.Hal ini membuktikanbahwasusu
kedelaimempunyaikemampuanmenstimulasi
sistemimun humoral lebih baik dibanding
denganlevamisol,karenamengandungsenyawa
genesteinyang merupakanisoflavonaglikon
yangmempunyaiaktivitasmeningkatkanrespon
imun(Anonim,2004a).Air yangdiberikanpada
hewan uji tidak memiliki pengaruhimuno-
stimulanterhadappeningkatanIgG dan IgA
padasistemimun.Jumlahnyayangagaktinggi
bukandikarenakanadanyapemberianair tetapi
sistemimunitashewan uji itu sendiri yang
bekerja,karenadiinduksidenganantigen.Pada
harike-35danke-46terjadipeningkatanrespon
imun, ini dikarenakanadanyasel-selmemori
yangterbentukpadasaatinduksipertama,dan
pada hari ke-35dan ke-46 sel-sel memori
tersebutmeningkatsehinggajumlahimunoglo-
bulinyangdihasilkanmeningkatpula(Subowo,
1993).
Penetapanjumlahproliferasisellimfosit
Isolasisel limfositdari limpa dilakukan
padahari ke-46diharapkansetelahdilakukan
induksiberulang-ulangakanterjadipeningkatan
jumlah sel-sel respon imun. Untuk
mendapatkansuspensisel limfosit,dilakukan
pemompaanmedia RPMI ke dalam limpa.
Dengancaraini jumlahsel yangrusakdapat
diminimalkan.Kulturdiinkubasimasing-masing
selama24dan48jam, kemudianditambahkan
reagenMTI. Garam Yellowtetrazoliumdire-
duksioleh sistemenzimdehidrogenasedalam
mitokondriasel hidup menjaclibentukkristal
formazanungu,apabiladiinkubasiselama2-4
jam.DenganpenambahandetergenyaituSDS,
makasel akanlisis dan kristallarut,sehingga
terjadilarutanyangberwarna.HasilsebagaiOD
dibaca pada mikroplat readerpada panjang
gelombang550nm. Terdapathubunganyang
linier antarajumlahsel denganbesarnyaOD
yangditetapkan(Anonim,2004b).
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Gambar2 Grafik hasilOD rata-rata:t SD
proliferasi sel limfosit dengan
metode MTI-redllction yang
diinkubasi24jamdan48jam
Dari grafikdataOD padaGambar2,
menunjukkan bahwa antara kelompok
perlakuansusu kedelaisaatinkubasi24 jam
tidak terdapat perbedaanyang signifikan
(p>0,05)terhadapjumlah sel limfosit yang
berproliferasidibanding dengan kelompok
levamisoldanair.Sedangkanpadainkubasi48
jam menunjukkanantarakelompokperlakuan
susukedelaiterjadipenurunanproliferasiyang
signifikan(p<0,05)dibandingdengankelom-
pok levamisoldanair.Hal ini bisadisimpulkan,
bahwasusukedelaiyangmengandunggenestein
berperandalammeningkatkanaktivitaselNK
dan sel T sitotoksik(Rorie,2002),sehingga
menurunkanjumlahsel limfositdalamkultur
padainkubasi48jam.
Hasil proliferasisel limfosit pada inkubasi48
jamsebelumditambahkanreagenMTT, dapat
dilihatpadaGambar3,4,dan5
Dari kultur limfosit pada pemberian
susu kedelai (Gambar 3), terlihat bahwa
gerombolansellimfositlebihsedikitdibanding
denganpemberianlevamisol(Gambar4) dan
air (Gambar5). Hal ini sesuaidengangrafik
hasil dari pengukurandenganmetodeMTT
reduction(Gambar2)padainkubasi48jam,yang
menunjukkanbahwalevamisoldapatmening-
katkanproliferasilimfosit secarasignifikan
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Gambar3.Proliferasiellimfositpadapemberian
susukedelai(perbesaran200x).
Gambar4.Proliferasisellimfositpadapemberian
levamisol(perbesaran200x).
Gambar5.Proliferasiellimfositpadapemberian
air (perbesaran200x)
Keterangan:
Anakpanah:Sellimfosityangbergerombol
(p<0,05)dibanding dengan pemberianair dan
susukedelai.
Kesimpulan
Dari hasil penelitianyang diperoleh,
disimpulkanbahwadengan pemberiansusu
kedelaidosis0,7mL/20g/BBpadamencityang
diinduksidenganhepatitisA dapatmening-
katkankadar imunoglobulin(IgG dan 19A)
serumyangberbedasecarasignifikan(p<0,05),
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namun proliferasisel limfosit mencit pada
inkubasi 24 jam, berbeda cidak signifikan
(p>0,05), dibanding dengan kelompok
perlakuanlevamisoldan air. Demikianpula
padainkubasi48 jam,pemberiansusukedelai
menurunkanproliferasi sel limfosit yang
berbeda nyata (p<0,05)dibanding dengan
pemberianlevamisoldanair.Dengandemikian,
susukedelaimempunyaiakcivitasimunoscimu-
lator pada respon imun humoraldibanding
responimunseluler.
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